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(57) Abstract 

The invention concerns compounds comprising at least a phosphoepoxide group of formula (I) wherein: Rl is selected among -CH3 
and -CH2-CH3; Cat+ is an organic or mineral cation; n is an integer between 2 and 20. The invention also concerns their preparation 
methods and applications, in particular in therapy for activating Ty962 lymphocytes of primates. 

(57) Abre^e* 

L'invention concerne des composes comprenant au moins un groupement phosphoepoxyde de formule (I) ou Rl est choisi parmi 
-CH3 et -CH2-CH3, Cat+ est un cation organique ou mineral, n est un nombre entier compris entre 2 et 20, leurs proc6d6s de preparation, 
et leurs applications, notamment therapeutiques et pour activer les lymphocytes Ty9<52 des primates. 
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PHOSPHOEPOXYDES, PROCEQE DE FABRICATION ET APPLICATIONS 

L'invention concerne de nouveaux composes 
phosphoepoxydes, leur procede de fabrication et leurs applications pour la 
stimulation des lymphocytes Ty962 porteurs de recepteurs TCR a regions 
variables Vy9 et V52. 

Les lymphocytes Ty5 des primates presents dans le sang 
peripherique (humains, singes) representent, chez Tindividu sain, habituellement 
de 1 a 5% des lymphocytes du sang et jouent un role dans le systeme 
immunitaire. II a ete demontre qu'ils reconnaissent leurs ligands antigeniques par 
une interaction directe avec l'antigene, sans presentation par les molecules du 
CMH d'une cellule presentatrice. Les lymphocytes Ty952 (parfois aussi designes 
lymphocytes Ty252) sont des lymphocytes Ty5 porteurs de recepteurs TCR a 
regions variables Vy9 et V52. lis representent la majorite des lymphocytes TyS 
dans le sang humain. 

Lorsqu'ils sont actives, les lymphocytes Ty5 exercent une 
puissante activite cytotoxique non restreinte par le CMH, particulierement 
efficace pour tuer divers types de cellules, notamment des cellules pathogenes. II 
peut s'agir de cellules infectees par des virus ("y5 T cell activation or anergy 
during infections : the role of nonpeptidic TCR ligands and HLA class I 
molecules 1 ' Fabrizio POCCIA et al y Journal of Leukocyte Biology, 62, 1997, p. 
1-5), ou par d'aiitres parasites intracellulaires tels que les mycobacteries ("The 
antituberculous Mycobacterium bovis BCG Vaccine is an attenuated 
Mycobacterial producer of phosphorylated nonpeptidic Antigens for human y5 T 
cells" Patricia CONSTANT et al, Infection and Immunity, vol. 63, n° 12, Dec. 
1995, p. 4628-4633) ; ou les protozoaires ("Plasmodium falciparum stimuli for 
human y5 T Cells are related to phosphorylated Antigens of mycobacteria" 
Charlotte BEHR et al, Infection and Immunity, Vol. 64, n° 8, 1996, p. 2892- 
2896). II peut aussi s'agir de cellules cancereuses ("CD94/NKG2 inhibitory 
receptor complex modulates both antiviral and antitumoral responses of 
polyclonal phosphoanti gen-reactive Vy9 V52 T lymphocytes" Fabrizio POCCIA 
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et al, Journal of Immunology, 159, p. 6009-6015 ; ,f Stimulation of y8 T cells by 
phosphoantigens" Jean-Jacques FOURNIE, Marc BONNEVILLE, Res. 
Immunol., 66 lh FORUM IN IMMUNOLOGY, 147, P. 338-347). 

II a ete demontre que les lymphocytes Ty952 humains 

5 reagissent dans le cas d'une infection mycobacterienne a quatre molecules 
naturelles non peptidiques de structure phosphatee, designees phosphoantigenes, 
qui presentent une activite de stimulation pour une concentration de l'ordre de 1 a 
5 nM (nanomolaire) (WO-95/20673 et 'Stimulation of human y5 T cells by 
nonpeptidic Mycobacterial ligands" Patricia CONSTANT et al, Science, 264, p. 

10 267-270). 

Ces antigenes naturels ne sont pas completement identifies. 
Certains auteurs les ont presentes, a tort, comme des derives alcenes du 
pyrophosphate, notamment l'isopentenyl pyrophosphate IPP (US-5 639 653 et 
"Natural and Synthetic nonpeptide antigens recognized by human y5 T cells", 

15 Yoshimasa TANAKA et al Nature, 375, 1995, p. 155-158). Neanmoins, il est 
maintenant demontre qu'aucun de ces prenylpyrophosphates n'est actif a une 
concentration de Tordre du nanomolaire. Les meilleurs resuitats obtenus 
n'arrivent pas a demontrer une activite a moins de 3 ^M pour l f IPP, et a 0,3 nM 
pour le dimethylallyl-UTP et le 3-methyl-2-hexene pyrophosphate. La 

20 concentration minimale d'activite de ces composes est done, au mieux, de l'ordre 
de 100 fois plus importante que celle des phosphoantigenes naturels. 

En ce qui concerne 1'IPP, il est a noter en particulier que les 
dernieres publications mentionnees ci-dessus commettent une erreur en deduisant 
la structure du radical isopentenyl a partir de la seule analyse du spectre de masse 

25 et de la mise en evidence d'une certaine bioactivite. En effet, outre le fait que le 
compose analyse dans les publications n'etait pas purifie et qu'un spectre de 
masse ne peut pas identifier des especes non chargees, on peut demontrer qu'il 
existe en fait plusieurs milliers de structures chimiques differentes pouvant avoir 
cette meme masse moleculaire et etre un substituant du pyrophosphate dans ces 

30 molecules. 

Le fait que la concentration minimale d'activite de TIPP soit 
beaucoup plus elevee (de l'ordre de 1000 fois) et que l'intensite des reponses 
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lymphocytaires Ty982 obtenues soit beaucoup plus faible que celles des 
phosphoantigenes naturels demontre que 1'IPP n'est pas Tun de ces 
phosphoantigenes naturels ("A novel nucleotide-containing antigen for human 
blood y5 T lymphocytes", Y. Poquet et al f Eur. J. Immunol. 1996, 26, p. 2344- 

5 2349). Cela est d'ailleurs confirme par de nombreuses autres constatations : on ne 
trouve pas d f IPP en concentration suffisante dans les extraits mycobacteriens 
stimulant les lymphocytes Ty952 ; 1'IPP n'a pas les memes caracteristiques 
chromatographiques (HPAEC) selon : "High pH anion exchange 
chromatographic analysis of phosphorylated compounds : application to isolation 

10 and characterization of non peptide mycobacterial antigens", Y. Poquet et al, 
Anal. Biochem, 243 n° 1, 1996, p. 119-126, que les phosphoantigenes naturels ; 
TIPP et les autres isopreno'ides naturels sont produits par toutes les cellules 
vivantes, qui ne stimulent pourtant pas les lymphocytes Ty952. 

Par ailleurs, on sait que les substances dont la bioactivite 

15 est de Tordre de ou superieure al fiMne sont que rarement compatibles avec les 
contraintes de rentabilite d'une exploitation a l'echelle industrielle. Ainsi, les 
phosphoantigenes synthetiques proposes jusqu'a maintenant ne sont pas 
exploitables a l'echelle industrielle dans des conditions economiques acceptables. 

Les phosphoantigenes naturels, quant a eux, ne peuvent 

20 etre produits qu'en tres faibles quantites (WO 95/20673), et leur structure 
chimique exacte restant encore indeterminee, il n'est pas possible de les produire 
par synthese. II n'est done pas non plus possible d'envisager une exploitation a 
Techelle industrielle dans des conditions economiques, malgre leur grand interet 
therapeutique demontre. 

25 L'invention vise done a proposer des nouveaux composes 

chimiques qui soient activateurs des lymphocytes Ty952 pour une concentration 
minimale d'activation inferieure a lOOnM, notamment de l'ordre de lOnM. 

L'invention vise aussi a proposer des composes pouvant 
etre couples a un grand nombre de groupements organiques, notamment a des 

30 groupements peptidiques naturels ou synthetiques, de fa<?on a permettre 
l'obtention de composes multifonctionnels. 
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L'invention vise aussi a proposer un precede de fabrication 
de composes selon l'invention. 

L'invention vise aussi a proposer des applications selon 
Tinvention a titre d'activateurs des lymphocytes Ty952, et en particulier des 
5 applications therapeutiques des composes selon Tinvention. 

L'invention vise aussi a proposer de tels composes dont la 
synthese est simple, quantitative et peu couteuse, c'est-a-dire compatible avec les 
contraintes economiques d'une production a l'echelle industrielle. 

L'invention vise aussi a ce titre a proposer une voie de 
10 synthese avantageuse de ces composes. 

L'invention vise aussi a proposer un procede de fabrication 
de composes selon l'invention. 

L'invention vise aussi a proposer des applications des 
composes selon l'invention a titre d'activateur des lymphocytes Ty952, et en 
15 particulier des applications therapeutiques des composes selon l'invention. 

L'invention concerne done des composes comprenant au 

moins un groupement phosphoepoxyde de formule : 

CH, — O O O 

\ / II II 

20 (1) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — 

I I 

o- 0' 
Cat + Cat* 

25 ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH2 — CH 3 , 

Cat + represente un (ou des) cation(s) organique(s) ou mineral(aux) (y compris 
le proton) identiques ou differents dans le meme compose, 
et n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 

Un compose selon l'invention peut comprendre notamment 
30 un ou plusieurs groupement(s) epoxyde(s) choisi(s) parmi les esters des 
groupements suivants (nomenclature IUPAC), ou parmi les composes formes de 
ces groupements : 

3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl-diphosphate ; 3,4-epoxy-3-ethyl-l-butyl- 
diphosphate ; 4,5-epoxy-4-methyl- 1 -pentyl-diphosphate ; 4,5-epoxy-4-ethyl- 1 - 
35 pentyl-diphosphate ; 5,6-epoxy-5-methyl-l-hexyl-diphosphate ; 5,6-epoxy-5- 
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ethyl- 1 -hexyl-diphosphate ; 6,7-epoxy-6-methyl- 1 -heptyl-diphosphate ; 6,7- 
epoxy-6-ethyl-l-heptyl-diphosphate ; 7,8-epoxy-7-methyl- 1-octyl- 
diphosphate ; 7,8-epoxy-7-ethyl-l-octyl-diphosphate ; 8,9-epoxy-8-methyl-l- 
nonyl-diphosphate ; 8,9-epoxy-8-ethyl-l-nonyl-diphosphate ; 9,10-epoxy-9- 
methyl- 1 -decyl-diphosphate ; 9,1 0-epoxy-9-ethyl- 1 -decyl-diphosphate ; 10,1 1- 
epoxy-10-methyl-l-undecyl-diphosphate ; 10,1 1 -epoxy- 10- ethyl- 1- 

undecyl-diphosphate ; 1 1,12-epoxy-l 1 -methyl- 1-dodecyl-diphosphate ; 1 1,12- 
epoxy-1 1 -ethyl- 1-dodecyl-diphosphate ; 12,13-epoxy-12-methyl-l -tridecyl- 
diphosphate ; 1 2, 1 3-epoxy- 1 2-ethyl- 1 -tridecyl -diphosphate ; 1 3 , 1 4- ep o x y - 1 3 - 
methyl- 1 -tetradecyl-diphosphate ; 13,14-epoxy-13-ethyl-l-tetradecyl- 
diphosphate ; 1 4, 1 5-epoxy- 1 4-methyl- 1 -pentadecyl-diphosphate ; 1 4, 1 5-epoxy- 
1 4-ethyl- 1 -pentadecyl-diphosphate ; 15,1 6-epoxy- 1 5-methyl- 1 -hexadecyl- 

diphosphate ; 15,1 6-epoxy- 1 5-methyl- 1-hexadecyl-diphosphate ; 16,17-epoxy- 

16- methyl-l-heptadecyl-diphosphate; 16,17-epoxy-16-ethyl-l-heptadecyl- 
diphosphate ; 17,1 8-epoxy- 1 7-methyl- 1 -octadecyl-diphosphate ; 17,1 8-epoxy- 

1 7- ethyl- 1 -octadecyl-diphosphate ; 18,1 9-epoxy- 1 8-methyl- 1 -nonadecyl- 
diphosphate ; 18,19-epoxy-18-ethyl-l-nonadecyl-diphosphate ; 19,20-epoxy-19- 
methyl- 1 -eicosyl-diphosphate ; 1 9,20-epoxy- 1 9-ethyl- 1 -eicosyl-diphosphate ; 
20,2 1 -epoxy-20-methyl- 1-heneicosyl-diphosphate ; 20,2 1 -epoxy-20-ethyl- 1- 
heneicosyl-diphosphate ; 2 l,22-epoxy-21 -methyl- 1 -docosyl-diphosphate ; 21,22- 
epoxy-2 1 -methyl- 1 -docosyl-diphosphate. 

L'invention conceme en particulier les composes 

phosphoepoxydes repondant a la formule suivante : 

CH 2 — O O O 

\ / II II 

(2) Rl — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O'Cat* 

I I 
O' O" 
Cat + Cat + 

pour leur utilisation a titre de substances therapeutiquement actives. II est a noter 
que la publication M. MUEHLBACHER el al. "Isopentenyl-diphosphate 
isomerase: inactivation of the enzyme with active-site-directed irreversible 
inhibitors and transition-state analogs", Biochemistry, vol. 27, n° 19, p 7315- 
7328 (1988), decrit deja un compose selon la formule (2) dans lequel Rl est CH3 
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et n = 2, ainsi que son effet in vitro en tant qu'inhibiteur de l'enzyme isopentenyl 
pyrophosphate isomerase purifiee a partir de la moisissure Claviceps purpurea. 
Ce document n'enseigne aucune application therapeutique de ce compose. 

L'invention concerne aussi des nouveaux composes 
5 comprenant au moins un groupement phosphoepoxyde de formule : 



CH 2 — O OOO 

\ / II II II 

(3) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O — 

10 III 

O" o- O" 
Cat + Cat + Cat* 

Parmi les nouveaux composes selon l'invention repondant a 
15 la formule (3), on peut citer les composes phosphoepoxydes de formule : 

CH 2 — O OOO 

\ / II II II 

(4) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P— O — P — OCaf 



20 



O' o- o- 

Cat + Cat + Cat" 



et les composes phosphoepoxydes de formule : 

CH 2 — O O O O 

25 \ / II II II 

(5) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O— R2 

III 

O" o- o- 

Cat + Cat + Caf 

30 

ou R2 est un substituant organique ou mineral choisi dans le groupe forme : 
- des substituants qui n'empechent pas la formation de la fonction halohydrine 
OH 

35 X — CH 2 — C — a partir de la fonction alcene CH 2 = C 

I I 

Rl Rl 

et de Thalogene X 2 en presence cTeau ; 
40 - des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-Y non reactif sur la 
fonction halohydrine du compose de formule : 
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OH OOO 

I II II II 

(12) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — 0"Cat + 

I I I I 

5 Rl 0"Cat + O'Caf O'Caf 

et choisi pour que R2-0-Y puisse reagir sur le phosphate terminal de ce compose 

(12) pour obtenir le compose de formule (15) : 

OH 0 0 0 

I II II I! 

io (15) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — 0 — P — O — P — O — P — O — R2 

I III 
Rl OCat + 0~Cat + O'Cat* 

- et des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-PPP, oil PPP 

15 symbolise le groupement triphosphate. 

Avantageusement, lesdits composes selon rinvention sont 
caracterises en ce que n = 2 et Rl est CH 3 . 

Les composes selon rinvention comprennent 
avantageusement en outre au moins un groupement choisi dans le groupe forme 

20 des derives des nucleosides, des oligonucleotides, des acides nucleiques (ARN, 
ADN), des acides amines, des peptides, des proteines, des monosaccharides, des 
oligosaccharides, des polysaccharides, des acides gras, des lipides simples, des 
lipides complexes, de 1'acide folique, de 1'acide tetrahydrofolique, des acides 
phosphoriques, de Tinositol, des vitamines, des co-enzymes, des flavonoides, des 

25 aldehydes, des halohydrines, et des epoxydes. 

En particulier, rinvention s'etend aux composes 
phosphoepoxydes selon la formule (5) ci-dessns dans lesquels R2 est en outre 
choisi dans le groupe forme des derives des nucleosides, des oligonucleotides, 
des acides nucleiques (ARN, ADN), des acides amines, des peptides, des 

30 proteines, des monosaccharides, des oligosaccharides, des polysaccharides, des 
acides gras, des lipides simples, des lipides complexes, de Tacide folique, de 
1'acide tetrahydrofolique, des acides phosphoriques, de l'inositol, des vitamines, 
des co-enzymes, des flavonoides, des aldehydes, des halohydrines, des 
phosphoepoxydes selon la formule (1), et des epoxydes. 
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L'invention s'etend aussi aux composes dont la structure 
incorpore plusieurs groupements conformes a la formule (1), identiques ou 
differents, par exemple des monomeres, polymeres, oligomeres ou dendrimeres, 
ou plus generalement des molecules a plusieurs branches phosphatees conformes 
5 a la formule (1). 

II est a noter que les composes selon Tinvention sont des 
esters (monoesters ou diesters) d'acide phosphorique (ce terme englobant les 
acides ou le phosphore est au degre d'oxydation V, a savoir l'acide 
orthophosphorique, l'acide pyrophosphorique, l'acide metaphosphorique, l'acide 
10 triphosphorique, les autres acides polyphosphoriques). 

L'invention s'etend a un procede de fabrication des 
composes selon l'invention. Ce procede est caracterise en ce que : 

- on prepare tout d'abord un compose inteimediaire 
comprenant au moins un groupement phosphohalohydrine de formule : 

15 

OH 0 0 

I II II 

(6) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — 0— P — O — P — O — 

I I I 

20 Rl 0"Cat + OXat 

oil X est un halogene choisi parmi Tiode, le brome et le 

chlore, 

- on fait reagir le compose intermediaire avec un milieu v 
25 generateur dTiydroxydes pour transformer les fonctions halohydrines du compose 

intermediaire en fonctions epoxydes. 

Avantageusement et selon Tinvention pour preparer ledit 
compose intermediaire, on fait reagir Thalogene X 2 en presence d'eau avec un 
compose de depart comprenant au moins un groupement alcene phosphate de 
30 formule : 

0 0 

II II 

(7) CH 2 =C — (CH 2 ) n — 0 — P — 0 — P— O — 

1 1 1 + 

35 Rl Q'Cat + OXat 
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Avantageusement et selon l'invention, on fait reagir un sel 
forme dudit compose de depart en milieu aqueux ou hydroalcoolique, a pH 
neutre, a une temperature inferieure a 30°C, par melange avec une solution 
aqueuse de 1'halogene X 2 . Avantageusement et selon l'invention, on effectue la 
5 reaction sous pression atmospherique a une temperature comprise entre 0°C et 
25°C. 

Les composes de depart peuvent etre eux-memes obtenus a 

partir de l'alcool : 

CH 2 



10 



15 



20 



(16) Rl — C — (CH 2 ) n — OH 
Avantageusement et selon l'invention, le compose de depart 
est un sel de formule : 

O 0 

II II 

(9) CH 2 =C — (CH 2 ) n — O — P — O — P— OCar 

I I I 

Rl OCat + 0"Cat + 



On obtient alors le compose intermediaire 
pyrophosphohalohydrine selon la formule : 

OH 0 0 

25 | II II 

(10) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O- Cat + 

I I I 

Rl OCat + 0"Cat + 

Un exemple de schema reactionnel complet d'obtention du 

30 compose intermediaire ( 1 0) a partir de l'alcool ( 1 6) est le suivant : 

CH 2 
II 

(16) Rl — C — (CH 2 ) n — OH 

35 

CH 2 CH 2 
II TsCl, 4-DMAP II 

Rl— C-(CH 2 }-OH : +- Rl— C-tCH 2 ^"OTs 

dichlorom ethane 

(16) (8) 
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CH 



(Bu 4 N + ) 3 HP207 CH 2 
Rl -!!-<CH 2 )-OTs S26qU ' Valent5 ^l-C-(CH 2 )-OPP 

n nrPtnnitrile 



(8) 



(9) 



CH 2 n CH 2 X 
II x 2 , H2O ' 
Rl _C-(CH2)TOPP " R.-C-(CH 2 )70PP 

1 \^ xt ^)n milieu aqueux I 

pH neuire, 0<25 °C OH 

(9) 

ou TsCl est le chlorure de tosyle, 
4-DMAP est le 4-dimethylaminopyridine, 
B114N+ est le tetrabutylammonium, 

(Bu 4 N+)3HP 2 07 est le tris (tetra n-butylammonium) 

hydrogenopyrophosphate, 

PP symbolise le groupement pyrophosphate. 

Les reactions permettant d'obtenir le compose (9) a partir 
de l'alcool (16) peuvent etre effectives comme decrit par : DAVISSON V.J. et al. 
"Phosphorylation of Isoprenoid Alcohols" J. Org. Chem 1986, 51,4768-4779, et 
DAVISSON V.J. et al. "Synthesis of Allylic and Homoallylic Isoprenoid 
Pyrophosphates" Methods in Enzymology, 1984, 110, 130-144. 

A partir du compose intermediate (10), on obtient le 
compose selon invention de formule (2) selon le schema suivant : 



CH 2 X CH <-/° 

I OH*, milieu basique \ / 

Ri-c-tcH^opp Ri-c-ich^opp 

OH 

(10) ( 2 ) 



Avantageusement et selon I'invention, le compose de depart 
est un sel de formule : 
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15 



20 



25 



0 0 0 

II II II 

(11) CH 2 =C — (CH 2 ) n — 0 — P — 0 — P — O — P — O'Cat* 

I II I 

Rl 0"Cat 0*Cat + O'Cat* 

On obtient alors le compose intermediate 
triphosphohalohydrine selon la formule : 

OH 0 0 0 

I II H II 

(12 ) x — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O— P— O — P— O — P — OXat 

Rl 0*Cat + 0*Cat + 0"Cat + 

On obtient ensuite le compose triphosphoepoxyde (4) selon 

Tinvention. 

Un exemple de schema reactionnel complet d'obtention du 
compose (4) selon Tinvention a partir de l'alcool (16) est le suivant : 



CH 2 (Bu 4 N + )4HP 3 O 10 CH 



2 



11 - 2 equivalents . _ " . AT)D1) 

Rl -CHCH 2)r OTs — —£ ► R^CHCH^OPPP 

(8) (ID 
CH 2 CH 2 X 

II X 2> H 2 0 I 
Rl— C-tCH 2 )TOPPP +~ Ri— C-(CH 2 )^OPPP 

(11) 02) 

30 ou PPP est le groupement triphosphate, 

(Bu 4 N + )4HP 3 Oio est le tetrakis (tetra n-butylammonium) 
hydrogenotriphosphate. Le compose (8) est obtenu a partir de l'alcool (16) 
corame indique precedemment. 
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A partir du compose intermediaire (12), on obtient le 
compose triphosphoepoxyde selon rinvention de fonnule (4) selon le schema 
suivant : 



CH 2 X CH2-O 
I OH-, milieu basique \ / 

Ri-C-^CHi^OPPP — ► Ri-C-tCH 2 )^OPPP 

| v /n 0 <25 °c 

OH 

(12) (4) 



Pour preparer un compose phosphoepoxyde selon 
10 1'invention conforme a la formule (5), plusieurs variantes sont possibles. 

Dans une premiere variante, on prepare tout d'abord un 
compose intermediaire phosphohalohydrine de formule : 

OH O O O 

I II II II 

15 (15) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O — R2 

I III 
Rl 0"Cat + 0"Cat + O'Cat* 

Ainsi, on obtient le compose (5) selon la reaction suivante : 
CH 2 X oh" CH 2 — O 

I milieu basique \ / 

Rl— C-(CH 2 )h-0PPP-0R2 ► R) — C — (CH?)— OPPP-O— R 2 

| e <25 °c n 

20 °H 

(15) (5) 

25 Pour ce faire, on peut effectuer le precede tel que 

mentionne ci-dessus (reaction de X 2 en presence d'eau sur une fonction alcene 
phosphatee) en prenant, a titre de compose de depart, un sel de fonnule : 

O O O 

II II II 

30 (14) CH 2 = C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P— O — R2 

I III 

Rl 0-Cat + OCat + 0"Cat + 



10 



15 



25 
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ou R2 est un substituant organique ou mineral adapte pour ne pas empecher la 
formation de la fonction halohydrine 
OH 

X — CH 2 — C — a partir' de la fonction alcene CH 2 = C 

Rl Rl 

et de l'halogene X 2 en presence d'eau. 

Le compose de depart (14) peut lui-meme etre prepare 
selon Tun des schemas reactionnels suivants : 
- Schema reactionnel 1 : 
CH 2 CH 2 

II R2-0-TS II 

Rl— C -fCH 2 V7 0PPP ► Ri— C-tCH 2 )rrOPPP-0-R2 

/n acetonitrile 11 

(11) (14) 



ou Ts est le tosyle. 

Le compose (11) peut etre obtenu comme indique 
precedemment a partir de 1'alcool (16) et du compose intermediaire (8). La 
reaction permettant d'obtenir le compose (14) a partir du compose (11) peut etre 
20 effectuee dans des conditions semblables a celles decrites dans les publications 
DAVISSON VJ. et al Ce schema peut etre utilise lorsque R2-0-Ts est 
commercialement disponible. 

- Schema reactionnel 2 : 

CH 2 R 2 -0-PPP, CH 2 

II seldeBu4N + " 
Rl— C-(Cll 2 V-OTs — — ► Ri— CHCH.V-OPPP -0-R 2 

L ' n acetonitrile ~ n 



acetonitrile 

(8) (14) 



Le compose intermediaire (8) peut etre obtenu comme 
30 indique precedemment a partir de 1'alcool (16). La reaction permettant d'obtenir 
le compose (14) a partir du compose (8) peut etre effectuee dans des conditions 
semblables a celles decrites dans les publications DAVISSON V.J. et al. Ce 
schema peut etre utilise lorsque R2-0-PPP est commercialement disponible. 

- Schema reactionnel 3 : 

35 
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p 

carbodiimide / \ 

r 2 -o-ppp — ► r 2 -o-p I 

selde DMF/MeOH P 

tri^thyiammonium 

trimetaphosphate 

CH 2 CH 2 
II /P triethylamine » ^ ^ 

R!-C-(CH 2 ^OH + R 2 -0-P^ ^ DMF » Ri-C-<CH 2 fc OPPP-0-R 2 

5 (16) trimetaphosphate (14) 

ou DMF est le dimethylformamide, 
MeOH est le methanol. 

Ce schema reactionnel 3 peut etre mis en ceuvre dans des 
10 conditions similaires a celles decrites dans D.G. KNORRE et al "General method 
for the synthesis of ATP gamma derivatives" Febs LETTERS, 1976, 70, 105- 
108. 

Ce schema reactionnel 3 n'est pas utilisable lorsque R2 
comporte une fonction reactive au carbodiimide (carboxylate, triphosphate...). 
15 Elle est par contre avantageuse lorsque R2-0-PPP est commercialement 
disponible. 

Dans le cas particulier ou R2- est lui-meme un groupement 

epoxyde de formule : 

CHr-0 

20 \ / 

(18) Rl— C — (CH 2 ) n — 
on peut utiliser le schema reactionnel suivant : 
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CH 2 
II 

Rl-C-(CH 2 )70Ts 
(8) 



(8) 



(BmN+)4HP30lO 
0,5 cquivalen^ 

acetonitrile 



(14') 



X2.H20 
► 

milieu aqueux 
pH~7, Q<25°C 



CH 2 
II 



CH 2 



Rl-C -iCH^OPPPOlCH;,)^ -Ri 
(14') 

CH 2 X CH 2 X 
I I 
Rl-C -(CH 2 )5-OPPPOiCH 2 )rC -Ri 

0H (15') ° H 



OH- C \~/° C ^7° 

(15') " ► Ri— C-(CH 2 J70PPPO-tCH 2 ^C— R) 



pH>9, 0<25°C 



(51 



Le compose (5 ! ) est un cas particulier de compose (5) selon 

rinvention. 

II est a noter que dans toutes ces reactions, Tacetonitrile 
peut etre remplace par tout autre solvant dipolaire aprotique (dimethylformamide 
DMF, dimethylsulfoxyde DMSO...). 

II est a noter qu'a la place du compose intermediate (8) 
pour la preparation des composes (2), (4) et (5*), et dans le cas ou n * 2 on peut 
aussi utiliser le compose chlorure ou bromure correspondant de formule : 

CH 2 

II 

(19) RI— C — (CH 2 ) n — A 
ou A est le chlore ou le brome. 

Les alcools (16) sont commercialement disponibles ou 
peuvent etre aisement obtenus par une reaction de Grignard bien connue entre un 
organomagnesien d'alcenyle et le formaldehyde ou l'oxyde Methylene. 

Dans une deuxieme variante, pour preparer le compose 
intermediate (15), dans certains cas, on pourrait faire reagir le compose 
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triphosphohalohydrine intermediaire de formule (12), a partir d'un sel soluble en 
milieu organique tel qu'un sel de Bu 4 N+, dans une etape ulterieure avec un 
compose R2-OY, ou -O-Y est un groupement partant et R2 est un substituant 
organique ou mineral choisis pour que R2-0-Y puisse former, par reaction sur le 
compose (12), le compose intermediaire de formule (15). 

Pour pouvoir former ainsi le compose intermediaire selon 
la formule (15), le compose R2-0-Y ne doit notamment pas etre reactif sur la 
fonction halohydrine : 

OH 

X — CH2 — ^ — 
Rl 

En outre, R2-0-Y doit reagir sur le phosphate terminal du compose (12) pour 

15 former le compose ( 1 5). 

La reaction du compose de formule (12) sur R2-0-Y est 
une substitution nucleophile. Cette reaction est en particulier possible et 
avantageuse pour R2 choisi dans le groupe forme des alkyles et des alcenes. Y 
est choisi de telle sorte que R2-0-Y puisse dormer le compose (15) par 

20 substitution nucleophile. Y est par exemple choisi parmi le tosyle, le brosyle et le 
triflyle. 

Cette deuxieme variante permet ensuite de preparer le 
compose phosphoepoxyde selon Tinvention de formule (5) en faisant reagir le 
compose intermediaire (15) en milieu aqueux basique pour transformer les 
25 fonctions halohydrine du compose intermediaire (15) en fonctions epoxydes 
comme indique ci-dessus. 

Dans une troisieme variante, on peut preparer le compose 
phosphoepoxyde selon Tinvention, sans passer par le compose intermediaire (15), 
a partir de Talcool (16) selon le schema reactionnel suivant : 



30 



CH 2 acide CH2—0 

II m-chloroperbenzoique \ / 

Rl— C-(CH 2 )rOH ^ Rl— C-(CH 2 )^OH 

n chloroforme 

(16) (20) 
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CH2-0 CH2-O 
\ / TsCl,4-DMAP \ / 

Ri~C-(CH 2 )rOH ► Ri-C-fCT^OTs 

dichloromethane 

(20) (13) 



CH 2 — O R2-0-PPP, CH 2 — O 

R ,_V-lcH 2t ars tlir - R ,-c-^ch^oppp -o-R 2 

(13) (5) 



Cette troisieme variante est notamment avantageuse 
lorsque R2-0-PPP est commercialement disponible ou lorsque la preparation du 
compose intermediate phosphohalohydrine (15) n'est pas possible. 

La premiere etape de cette reaction consistant a transfonner 
15 la fonction alcene en fonction epoxyde, peut etre effectuee comme indique par 
M. MUEHLBACHER et al "Isopentenyl-diphosphate isomerase: inactivation of 
the enzyme with active-site-directed irreversible inhibitors and transition-state 
analogs", Biochemistry, vol 27, n° 19, p 7315-7328 (1988). 

Ce schema reactionnel peut etre aussi utilise pour obtenir 
20 directement les composes monoesters (2) et (4) selon Invention. Neanmoins, 
avec ces composes monoesters, la fabrication a partir des composes 
intermediaries phosphohalohydrines est en general plus rapide, plus quantitative, 
et plus facile a mettre en oeuvre. 

Dans une quatrieme variante, on utilise le schema 

25 reactionnel suivant : 

p 

carbodiimide _ x , 

R 2 -0-PPP ► R 2 -0-P I 

sel de DMF/MeOH P 

tri&hylammonium 

trimetaphosphate 

CH2-O Cl ^~/° 

\ / ^P tridthylamine \ ' _ ^ 

Rl-C-(CH2)rOH + Ra-O-P.^— — ^Ri-C^CH 2 )^OPPP-0-R 2 



30 



(20) trimetaphosphate (5) 
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Cette reaction peut etre effectuee dans les conditions 
decrites par D.G. KNORRE et al "General method for the synthesis of ATP 
gamma derivatives" Febs letters, 1976, 70, 105-108. 

5 Ainsi, un compose selon Tinvention peut etre bifonctionnel 

ou multifonctionnel. La(les) fonction(s) phosphoepoxyde(s) procure(nt) la 
propriete antigenique vis-a-vis des lymphocytes Ty952, et R2 ou les autres 
groupements fonctionnels du compose peuvent presenter d'autres proprietes, 
notamment therapeutiques. 

10 Dans le cas d'un compose selon 1'invention ayant plusieurs 

groupements phosphoepoxydes conformes a la formule (1), il suffit soil de partir 
d'un compose de depart ayant le nombre correspondant de groupements alcenes 
phosphates de formule (7) et la structure chimique correspondante (premiere 
variante), soit d'utiliser le compose de formule (12) et de le faire reagir avec un 

15 compose intermediate R2-0-Y ayant le nombre correspondant de fonctions 
-O-Y (deuxieme variante), soit d'utiliser un compose R2-0-PPP incorporant deja 
d'autres fonctions epoxydes (troisieme et quatrieme variantes). 

L'invention concerne aussi en particulier les nouveaux 
composes (J-esters de phosphoepoxydes de formule : 

O — CH 2 CH 2 
\ / » 
Rl— C-(CH 2 ) r OPPO^CHa^C— R! 



20 



(21) 

ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3> 
n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 
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Ces composes peuvent etre obtenus selon le procede suivant : 

CH 2 (Bu 4 N + )3HP 2 0 7 CH 2 CH 2 

5 || 0,5 equivalent || II 

Rj_C_(CH 2 )_OTs : ►Ri_C_j(CH 2 ^OPPO ^CH 2 )_.C_R 1 

n acetonitrile 

(8) (22) 

X 2 ,H20 CH 2 X CH 2 



10 



») gS^^W OPPO-CCH.^S-R, 

OH 



O H 

(21) 



(23) 

O— CH 2 CH 2 

\ / II 



L'invention s'etend egalement aux utilisations des 
composes selon l'invention a titre d'activateur des lymphocytes Ty952 des 
15 primates, notamment a titre d'activateur de la proliferation et/ou de l'activite 
cytotoxique et/ou de la production de substance(s) mediatrice(s) des lymphocytes 
Ty952 des primates a recepteurs TCR comprenant les regions variables Vy9 et 
V52. 

L'invention s'etend aussi aux applications des composes : - 
20 selon Pinvention pour le traitement de cellules sensibles aux lymphocytes Ty962 
des primates, dans un milieu naturel ou artificiel pouvant contenir des 
lymphocytes Ty952, dans lequel lesdites cellules peuvent etre mises en contact 
avec ces lymphocytes Ty952, et qui est compatible avec les composes selon 
Pinvention (c'est-a-dire n'est pas susceptible d'en provoquer la degradation au 
25 moins dans certaines conditions du traitement). 

Par "cellule sensible aux lymphocytes Ty952", on entend 
toute cellule sujette a l'activite effectrice induite des lymphocytes Ty952 : mort 
cellulaire (destruction cellulaire par les lymphocytes Ty952); reception de 
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cytokine relarguee par les lymphocytes Ty982 (TNF-a, INF-y...); eventuellement 
proliferation cellulaire induite par les lymphocytes Ty952. 

L'invention s'etend done a un procede d'activation des 
lymphocytes Ty982 -notamment a un procede d'activation de la proliferation des 
lymphocytes Ty962 et/ou de l'activite cytotoxique des lymphocytes Ty952 et/ou 
de la production de substance(s) mediatrice(s) par les lymphocytes Ty982- dans 
lequel on met ces lymphocytes Ty962 au contact d'au moins un compose selon 
l'invention dans un milieu contenant des lymphocytes Ty952 compatible avec la 
croissance lymphocytaire T. Avantageusement et selon l'invention, on introduit 
dans le milieu une proportion d'interleukine -notamment d'interleukine 2 (IL2)- 
adaptee pour engendrer une croissance lymphocytaire dans le milieu. En effet, la 
presence du facteur de croissance lymphocytaire IL2 est indispensable pour 
obtenir la proliferation des lymphocytes T parmi lesquels seuls les lymphocytes 
Ty982 ont ete actives par un compose selon l'invention. Ainsi, ce facteur de 
croissance doit etre present dans le milieu pour les applications ou l'on recherche 
une proliferation des lymphocytes Ty952. Ce facteur de croissance lymphocytaire 
peut preexister a l'etat naturel, ou Stre induit ou introduit dans le milieu, 
simultanement ou non a rincorporation du compose selon l'invention, dans la 
meme composition therapeutique ou non. Neanmoins, pour certaines applications 
ou une activation sans proliferation des lymphocytes Ty982 est recherchee (par 
exemple la cytotoxicite induite), la presence de ce facteur de croissance n'est pas 
utile. 

Plus particulierement, l'invention s'etend aux applications 
des composes selon l'invention a titre therapeutique pour le traitement curatif ou 
preventif des pathologies produisant des cellules sensibles aux lymphocytes 
Ty982 des primates dans un milieu pouvant contenir ces lymphocytes Ty982 et 
dans lequel ces cellules peuvent etre mises au contact des lymphocytes Ty982. 

Avantageusement et selon l'mvention, on utilise au moins 
un compose selon l'invention a une concentration dans le milieu qui procure une 
activation de la proliferation polyclonal des lymphocytes Ty982. Ce milieu peut 
etre choisi parmi le sang humain, le sang d'un primate non humain, les extraits de 
sang humain, et les extraits de sang d'un primate non humain. 
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Ledit milieu peut etre extracorporal, ledit procede 
d'activation selon l'invention etant alors un traitement cellulaire extracorporal, 
pouvant notamment servir en laboratoire, par exemple pour l'etude des 
lymphocytes Ty982 ou de leurs proprietes, ou a des fins de diagnostic. 
L'invention s'etend aussi a une composition pour le diagnostic extracorporel (ex 
vivo) caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un compose selon 1'invention. 

Ledit milieu peut etre aussi intracorporel, l'activation des 
lymphocytes Ty952 ayant alors une utilite therapeutique. 

Plus particulierement, ledit milieu est le sang peripherique 
d'un primate. L'invention s'etend done en particulier a un procede d'activation des 
lymphocytes Ty982 du sang peripherique d'un primate -notamment de Thomme- 
dans lequel on administre une quantite apte a activer les lymphocytes Ty952 d'au 
moins un compose selon 1'invention, On administre done au moins un compose 
selon invention par voie generale -notamment parenteral dans le sang 
peripherique-. 

Ledit milieu peut aussi etre un site cellulaire a traiter, et on 
administre au moins un compose selon l'invention directement au contact du site 
cellulaire a traiter (administration topique). 

L'invention s'etend ainsi en particulier aux applications 
therapeutiques des composes selon l'invention pour le traitement des pathologies 
des primates appartenant au groupe forme des cancers, des maladies infectieuses, 
notamment mycobacteriennes (lepre, tuberculose...) ; des parasitoses 
(paludisme...) ; des pathologies a syndrome dHmmunodeficience (SID A, 
Selon l'invention, on administre une composition therapeutique adaptee pour 
liberer dans le sang peripherique et/ou sur un site cellulaire a traiter une quantite 
d'au moins un compose selon Tinvention apte a activer les lymphocytes Ty952. 
En effet, il a ete demontre de fafon generale dans Tart anterieur sus-cite qu'une 
composition ayant la propriete d'activer les lymphocytes Ty952 peut etre 
avantageusement utilisee pour le traitement de ces pathologies. 

De fapon traditionnelle, dans tout le texte, les termes 
"therapie" ou "therapeutique" englobent non seulement les traitements curatifs ou 
les soins, mais egalement les traitements preventifs (prophylaxie) tels que la 
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vaccination ainsi que le diagnostic intracorporel (administration a des fins de 
diagnostic). En effet, en permettant Tactivation des lymphocytes Ty952, 
Tinvention permet des traitements d'immunostimulation pouvant etre avantageux 
aussi bien a titre prophylactique en empechant le developpement de cellules 
pathogenes sensibles aux lymphocytes Ty952, qu'a titre curatif en induisant la 
destruction de cellules pathogenes sensibles aux lymphocytes Ty952. 

L'invention s'etend ainsi a une composition therapeutique 
comprenant au moins un compose selon Tinvention. Plus particulierement, 
Tinvention conceme une composition therapeutique comprenant une quantite 
apte a etre administree a un primate -notamment au contact du sang peripherique 
ou par voie topique d'au moins un compose selon Tinvention -notamment pour le 
traitement preventif ou curatif des pathologies sus-citees-. Une composition selon 
Tinvention peut etre une composition immunostimulante, ou un vaccin, les 
composes selon Tinvention etant des antigenes activant les lymphocytes Ty982. 

Avantageusement et selon Tinvention, la composition 
therapeutique est caracterisee en ce qu'elle comprend en outre une proportion 
d'interleukine -notamment d'interleukine 2- adaptee pour engendrer une 
croissance lymphocytaire dans le milieu ou elle est destinee a etre administree. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut etre 
preparee sous une forme galenique apte a etre administree par voie generate, 
notamment par voie parenterale directement dans le sang peripherique d'un 
primate, avec au moins un compose selon Tinvention en quantite adaptee pour . 
activer les lymphocytes Ty952 et un ou plusieurs excipient(s) approprie(s). 
Compte tenu de la tres faible valeur de la concentration active des composes 
selon Tinvention (de Tordre de 1 a 100 nM), une telle administration est 
envisageable sans risque de toxicite. 

Une composition therapeutique selon Tinvention peut aussi 
etre preparee sous une forme galenique appropriee pour son administration 
topique, directement au contact des cellules sensibles aux lymphocytes Ty952. 

La forme galenique d ! une composition therapeutique selon 
Tinvention est realisee selon la voie d'administration choisie, par les techniques 
traditionnelles de formulation galenique. La quantite et la concentration de 
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compose(s) selon l'invention, et la posologie sont determines par reference aux 
traitements chimiotherapeutiques connus des maladies a traiter, compte tenu de la 
bioactivite des composes selon Invention vis-a-vis des lymphocytes Ty982, de 
Pindividu a traiter, de la maladie concernee et des effets biologiques recherches. 

Avantageusement et selon l'invention, pour un compose 
bioactif a une concentration comprise entre lOnM et lOOnM, on administre par 
voie generale une quantite de compose(s) selon l'invention comprise entre Ifig et 
lOOO^g -notamment entre 10^g et lOOjag- par kilogramme de poids du patient. 

Par ailleurs, il a ete demontre in vitro que les composes 
selon 1'invention ne presentent aucune toxicite generale, meme pour des 
concentrations pouvant aller jusqu'a lOO^M, soit de l'ordre de 10 4 fois la 
concentration bioactive. En outre, on sait que la categorie biochimique de 
molecules a laquelle les composes selon 1'invention appartierment 
(phosphoesters) constitue une famille de composes metabolites rencontres dans 
toute cellule vivante. Les composes selon Vinvention ne presentent done pas 
d'autres effets toxiques que ceux induits par leur bioactivite sur les lymphocytes 
Ty962. 

En outre, certains composes selon Tinvention presentent un 
poids moleculaire suffisamment faible (notamment inferieur a 500) pour etre 
compatible avec leur elimination par voie renale et urinaire. 

Un exemple de formulation de composition therapeutique 
injectable selon Invention pour un primate de 1kg est le suivant : 50^ig de 3,4- 
epoxy-3-methyl-l-butyl-diphosphate (Epox-PP) dilues dans 0,5ml de tampon 
phosphate sterile a pH 7 arnenes a 37°C. 

On administre ainsi 50^g d ! Epox-PP (compose de formule 
(2)) pour 1kg d'animal, correspondant a une concentration dans le sang circulant 
adaptee pour etre superieure a la concentration bioactive de l'Epox-PP (une 
concentration de lOOnM d f Epox-PP correspondant a environ 50ng/ml). 

II est a noter que les excipients ou autres additifs 
pharmaceutiquement acceptables traditionnellement utilises, sont chimiquement 
compatibles avec les composes selon Vinvention. 
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Une composition therapeutique selon rinvention peut aussi 
avantageusement comprendre un ou plusieurs autre(s) principe(s) actif(s), 
notamment pour procurer un effet synergique. En particulier, un compose selon 
rinvention peut faire office d'adjuvant de vaccin. La composition therapeutique 

5 vaccinante selon rinvention est alors formee d'une composition vaccinante 
connue a laquelle on rajoute une quantite de compose(s) selon l'invention apte a 
activer les lymphocytes Ty952 qui non seulement pourront exercer directement 
leur activite anti-infectieuse, mais aussi activer les lymphocytes T effecteurs de 
la reponse vaccinale traditionnelle. 

10 Une composition therapeutique selon l'invention peut aussi 

incorporer elle-meme des lymphocytes Ty952 de primates en culture dans un 
milieu compatible avec la croissance lymphocytaire T. Elle peut alors servir au 
traitement des primates, ou plus generalement des animaux vertebres avec 
lesquels 1'administration des lymphocytes Ty952 de primates peut etre effectuee 

15 dans des conditions de compatibility immunitaire vis-a-vis desdits lymphocytes 
Ty952 de primates. Une telle composition selon l'invention peut etre administree 
par voie generate, ou meme par voie topique, au contact des cellules cibles 
pathogenes, sensibles auxdits lymphocytes Ty952 de primates. 

L'invention s'etend aussi a l'utilisation d'au moins un 

20 compose selon l'invention pour la fabrication d'une composition therapeutique 
selon rinvention, Plus particulierement, l'invention porte sur l'utilisation d'au 
moins uii compose selon rinvention pour la fabrication d'une composition 
therapeutique destinee au traitement preventif ou curatif d'une pathologie de 
rhomme ou de ranimal vertebre produisant des cellules sensibles aux 

25 lymphocytes Ty952 des primates -notamment une pathologie selectionnee dans le 
groupe forme des cancers, des maladies infectieuses, des parasitoses et des 
pathologies a syndrome d'immunodeficience-. A ce titre, rinvention s'etend aussi 
a l'utilisation d'au moins un compose selon l'invention pour la fabrication d'une 
composition therapeutique destinee a etre administree -notamment au contact du 

30 sang peripherique ou par voie topique- a un primate -notamment a rhomme- pour 
le traitement preventif ou curatif d'une pathologie telle que mentionnee ci-dessus. 
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L'invention s'etend aussi a un precede de fabrication d'une 
composition -notamment une composition therapeutique- selon l'invention ayant 
la propriete d'activer les lymphocytes Ty952, dans lequel on utilise au moins un 
compose selon l'invention. 
5 L'invention porte aussi sur un procede de fabrication d'une 

composition therapeutique destinee au traitement preventif ou curatif d'une 
pathologie de l'homme ou de l'animal vertebre produisant des cellules pathogenes 
sensibles aux lymphocytes Ty952 de primates, dans lequel on utilise au moins un 
compose selon l'invention. L'invention porte en particulier sur un procede de 

10 fabrication d'une composition therapeutique destinee a etre administree - 
notamment au contact du sang peripherique ou par voie topique- a un primate 
pour le traitement preventif ou curatif d'une pathologie produisant des cellules 
sensibles aux lymphocytes Ty982 -notamment une pathologie appartenant au 
groupe mentionne ci-dessus-, dans lequel on utilise au moins un compose selon 

15 l'invention. 

Avantageusement et selon l'invention, dans un procede de 
fabrication selon l'invention, on met au moins un compose selon l'invention au 
contact d'un milieu contenant des lymphocytes Ty952 de primates, et compatible 
avec la croissance lymphocytaire T, en une quantite adaptee pour activer ces 

20 lymphocytes Ty952 dans ce milieu. Avantageusement et selon l'invention, ledit 
milieu comprend une substance choisie parmi le sang des primates et les extraits 
de sang des primates. On obtient alors une composition therapeutique contenant ^ 
des lymphocytes Ty982 actives, permettant de realiser une approche 
therapeutique cellulaire. 

25 II est a noter que les composes selon l'invention sont 

epoxydiques et ne correspondent pas aux phosphoantigenes naturels, notamment 
aux molecules dites Tubagl, Tubag2, Tubag3 et Tubag4 obtenues comme decrit 
par WO 95/20673. En effet, on demontre par exemple que ces phosphoantigenes 
naturels sont degrades par l'eau de brome ou par traitement au borohydrure de 

30 sodium en milieu aqueux basique, alors que les composes selon l'invention ne 
sont pas sensibles a ces reactifs. Les composes selon l'invention ne sont done pas 
des antigenes naturels, mais sont des antigenes synthetiques activateurs des 
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lymphocytes Ty952 a des concentrations du meme ordre, et avec une efficacite 
semblable voire meme superieure a celle des antigenes naturels. 

II est aussi a noter que, contrairement a Tetat de la 
technique tel qu'illustre par US-5639653 qui considerait que la presence d ! un 

5 groupe alkyle ou alcene etait indispensable pour activer les lymphocytes Ty982 
humains, les inventeurs ont constate qu'en detruisant la liaison alcene en lui 
substituant un groupe epoxyde, une activation des lymphocytes Ty962 
extremement forte et a tres faible concentration est obtenue. En particulier, on 
constate que 1'effet peut meme depasser celui des phosphoantigenes d ! origine 

10 naturelle. 

D f autres caracteristiques, buts et avantages de Tinvention 
apparaissent a la lecture des exemples qui suivent donnes a titre non limitatifs 
uniquement a des fins de comprehension, ainsi que des figures dans lesquelles : 

- la figure 1 est un graphe representant des resultats obtenus 

15 dans l'exemple 5, 

- la figure 2 est un graphe representant des resultats obtenus 

dans l'exemple 6. 

EXEMPLE 1 : Fabrication du 3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl- 

diphosphate (Epox-PP) 

20 Preparation du 3-methyl-3-butene-l-yl -tosylate (isopentenyl tosylate) : 

Dans un reacteur en verre equipe pour la manipulation sous 
atmosphere inerte et soigneusement seche, sont introduits sous agitation - 
magnetique (2,32 mmoles - 442mg) de chlorure de tosyle et (2,55 mmoles - 312 
mg) de 4-(N,N-dimethylamino)pyridine dans 5 ml de dichloromethane anhydre. 

25 A ce melange, on ajoute lentement a Taide d'une seringue et par Tintermediaire 
d'un septum (2,32 mmoles - 200 mg) d'isopentenol en solution dans environ 1ml 
de dichloromethane. La reaction est suivie par chromatographic sur couche 
mince de silice (gel de silice 60 F-254 - eluant : pentane/acetate d'ethyle 85/15 
v/v - R f (produit) = 0,4 et R f (TsCl) = 0,5). Apres environ 3 heures d'agitation 

30 sous atmosphere d' azote on dilue le melange reactionnel dans un grand volume 
d'hexane (environ 100ml) ce qui entraine la formation immediate d'un precipite 
blanc. Le melange est ensuite filtre et le filtrat concentre par evaporation sous 
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pression reduite. La solution est diluee avec du diethyl ether et filtree a nouveau. 
Apres evaporation du solvant, on obtient une huile jaunatre. Le produit est purifie 
par chromatographie sur colonne preparatrice de silice (gel de silice 60 - eluant : 
pentane/acetate d'ethyle 85/15).(l,98 mmoles - 475 mg) de 3-methyl-3-butene-l- 
5 yl -tosylate (85 % en rendement isole) sont ainsi obtenus. Le compose (huile 
incolore) est stocke a + 4°C en milieu anhydre. 

Preparation du tris(tetra-n-butylammonium) hydrogenopyrophosphate : 

(4,5 mmoles - lg) de sel de disodium 
dihydrogenopyrophosphate (Na 2 H 2 P20 7 ) sont dissous dans 10 ml d'eau deionisee 

10 froide prealablement ajustee a pH 9 par une solution d'ammoniaque lOmM. La 
solution est passee sur une colonne contenant (19 milliequivalents - 4 g) de resine 
cationique DOWEX® 50-WX8 -200 (forme ¥T). La solution acide est eluee 
avec 15-20 ml d'eau deionisee froide a pH 9. La solution collectee est 
immediatement titree a pH 7,3 par une solution aqueuse d'hydroxyde de tetra-n- 

15 butylammonium (Bu 4 NOH) a 40%. Apres lyophilisation on obtient 4 g de sel de 
tetra-n-butylammonium sous la forme d'un solide blanc hygroscopique. Le sel 
est dissout dans 10 ml d'acetonitrile anhydre. La solution est ensuite filtree puis 
sechee par evaporations successives du solvant sous pression reduite. On obtient 
ainsi une solution de tris(tetra-n-butylammonium) hydrogenopyrophosphate avec 

20 une purete egale a 98 % (resultat deduit de l'analyse par chromatographie 
ionique - HPAEC). Le volume est ajuste afm d'obtenir une concentration en sel 
comprise entre 0,5 et 1M. La solution est stockee a -20 °C en milieu anhydre. 
Preparation du 3-methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (isopentenyl 
pyrophosphate) ; 

25 Dans un reacteur en verre soigneusement seche, on 

introduit sous atmosphere d'azote 2,5 ml d'une solution de tris(tetra-n- 
butylammonium) hydrogenopyrophosphate a 0,7 M (1,75 mmoles) dans 
Tacetonitrile anhydre. Le reacteur est refroidi par un bain de glace puis on ajoute 
sous agitation magnetique et a Taide d'une seringue (0,70 mmoles - 168 mg) de 

30 3-methyl-3-butene-l-yl -tosylate en solution dans un minimum d'acetonitrile (0,5 
- 1M). Apres introduction du tosylate, le bain de glace est retire puis la reaction 
est laissee sous agitation a temperature ambiante. L'avancement de la reaction est 
alors suivi par chromatographie ionique (HPAEC). Apres environ 3 heures, le 



WO 00/1 2519 2g PCT/FR99/02057 

solvant est evapore sous pression reduite et le milieu reactionnel redissout dans 3 
ml d'un melange eau /2-propanol 98/2 (v/v). La solution est passee sur une 
colonne con tenant (19 milliequivalents - 4 g) de resine cationique DOWEX® 50- 
WX8 -200 (forme NfO puis eluee avec 10 ml du melange eau (pH 9)/2- 
5 propanol 98/2 (v/v). Apres lyophilisation, on recueille un solide blanc contenant 
le produit brut. 
Purification : 

Le pyrophosphate et les traces de monophosphate 
d'ammonium sont separes du milieu par co-precipitation en presence 

10 d'hydrogenocarbonate d'ammonium. On dissout le produit brut obtenu a l'etape 
precedente dans 4 ml d'hydrogenocarbonate d'ammonium 0,1 M que Ton 
transfere dans un tube a centrifugation de 25 ml. On traite alors la solution avec 
10 ml d'un melange acetonitrile/2 -propanol 1/1 (v/v) en agitant vigoureusement 
le melange (vortex) pendant quelques minutes jusqu'a formation d'un precipite 

15 blanc. Le tube est ensuite centrifuge a 2000 tr/min a 10 °C pendant 5min. Le 
surnageant, dans lequel sont extraits les sels organiques, est conserve a +4°C. La 
procedure est renouvelee en redissolvant le precipite dans 3ml 
d'hydrogenocarbonate d'ammonium 0,1 M auxquels on ajoute 7 ml du melange 
acetonitrile/2-propanol. Les deux surnageants sont regroupes et le solvant 

20 evapore sous vide. On obtient un liquide huileux que Ton conserve a +4°C. 

Le tosylate d'ammonium est separe du milieu reactionnel 
par extraction avec le solvant chloroforme/methanol 1/1 (v/v). Le liquide huileux 
de Petape precedente est dissout dans 4 ml d'eau a pH 9 et traite avec 1ml de ce 
solvant par une procedure classique d'extraction repetee 3 fois. On elimine 

25 ensuite de la phase aqueuse les traces de solvant par evaporation sous pression 
reduite a 30 °C. On obtient sur la base de 1' analyse par chromatographic ioniquc 
(HPAEC) un rendement de 83 % en 3-methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (0,58 
mmoles - 172 mg). La solution est stockee a -20 °C. 

Le produit est purifie ulterieurement selon les besoins par 

30 chromatographic d'echange d'anions sur cartouches Sep-Pak Accell Plus QMA 
(Waters®) de 360 mg a 10 grammes eluees successivement par des solutions 
aqueuses d'hydrogenocarbonate d'ammonium respectivement de 20 mM, 40 
mM, 100 mM, puis 200 mM avec suivi chromatographique (HPAEC) des 
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fractions eluees. Les fractions correspondant au produit purifie sont regroupees 
puis lyophilisees. 

Preparation du 3-(bromomethyl)-3-butanol- 1 -yl-diphosphate: 

(0,34 mmole - 100 mg) d'isopentenyl-diphosphate (sel 
d'ammonium) en solution dans 2 ml d'eau deionisee de pH neutre sont traitees 
sous une hotte aspirante et a temperature ambiante par 1,9 ml (0,34 mrnoles) de 
brome en solution aqueuse saturee (0,18 M). L'eau de brome est ajoutee 
progressivement en agitant periodiquement jusqu'a decoloration de l'eau de brome. 
Dans le cas oil le brome est ajoute en leger exces (coloration jaune persistante), la 
solution est transferee dans un ballon en verre puis placee quelques minutes sous 
pression reduite (evaporateur rotatif) a une temperature de 30 °C jusqu'a disparition 
de la coloration. La solution aqueuse est filtree puis neutralisee par passage sur 
coionne de resine cationique DOWEX® 50-WX8-200 (forme NH/) eluee par deux 
volumes de coionne d'eau deionisee. On obtient quantitativement une solution de 3- 
(bromomethyl)-3-butanol-l -yl-diphosphate (0,33 mrnoles - 130 mg) que est stockee a 
-20°C. 

Preparation du 3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl-diphosphate : 

On traite a temperature ambiante, 1ml de la solution aqueuse contenant (3,35 mg - 8,5 
jimoles) de 3-(bromomethyl)-3-butanol-l -yl-diphosphate (sel d'ammonium) obtenue 
a Fetape precedente avec 1ml d'une solution molaire d'ammoniaque. La solution est 
maintenue sous agitation pendant quelques minutes puis lyophilisee pour eliminer 
l'ammoniaque. Le residu sec obtenu apres lyophilisation (2,7 mg - 8,5 ^imoles) est 
redissout dans 2 ml d'eau deionisee. Les ions bromures sont elimines de la solution en 
utilisant un dispositif DIONEX® compose d'une cartouche OnGuard®-Ag fixee sur 
une cartouche OnGuard®-H. (capacite de 1,8 milliequivalents). Les ions halogenures 
(bromures) sont retenus selectivement par passage de la solution sur ce dispositif que 
Ton elue avec 1 ml d'eau deionisee. Pour la mise en oeuvre de tests biologiques les 
solutions aqueuses du produit sont sterilisees par filtration sur filtre de 0,2 \im et 
stockees a -20 °C. Dans le cas de tests realises in vivo, les solutions sont prealablement 
passees sur une coionne de resine cationique DOWEX® 50-WX8-200 (forme Na 4 ) 
eluee par deux volumes de coionne d'eau deionisee. 
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EXEMPLE 2 : Fabrication du 3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl- 
triphosphate (Epox-PPP) : 

Preparation du tetrakis(tetra-n-butylammonium) hydrogenotriphosphate : 

(2,1 mmoles - lg) de sel de pentasodium tripolyphosphate 

5 hexahydrate (Na 5 P 3 Oi 0 .6H2O) sont dissous dans 10 ml d'eau deionisee froide 
prealablement ajustee a pH 9 par une solution d'ammoniaque lOmM. La solution 
est passee sur une colonne contenant (21 milliequivalents - 4,4 g) de resine 
cationique DOWEX® 50-WX8 (forme fT). La solution acide est eluee avec 20- 
25 ml d'eau deionisee froide a pH 9. La solution collectee est immediatement 

10 titree a pH 7,0 par une solution aqueuse d'hydroxyde de tetra-n-butylarnmonium 
(Bu 4 NOH) a 40%. Apres lyophilisation on obtient 2,5g de sel de tetra-n- 
butylammonium sous la forme d'un solide blanc hygroscopique. Le sel est 
dissout dans 10 ml d'acetonitrile anhydre. La solution est ensuite filtree puis 
sechee par evaporations successives du solvant sous pression reduite. On obtient 

15 ainsi une solution de tetrakis(tetra-n-butylammonium) hydrogenotriphosphate 
avec une purete egale a 95 % (resultat deduit de l'analyse par chromatographic 
ionique - HPAEC). Le volume est ajuste afin d'obtenir une concentration en sel 
comprise entre 0,5 et 1M. La solution est stockee a -20 °C en milieu anhydre. 
Preparation du 3-methyl-3-butene-l-yl-triphosphate (isopentenyl triphosphate): 

20 En suivant la procedure decrite pour la preparation du 3- 

methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (exemple 1), on fait reagir sous atmosphere 
d'azote 2 mmoles d'une solution molaire de tetrakis(tetra-n-butylammonium) 
hydrogenotriphosphate avec (1 mmole - 240mg) de 3-methyl-3-butene-l-yl- 
tosylate prepare selon l'exemple 1 dans 4 ml d'acetonitrile anhydre pendant 24 

25 heures. En utilisant une procedure de purification par precipitation-extraction 
analogue a celle appliquee au 3-methyl-3-butene-l-yl-diphosphate, on obtient sur 
la base de l'analyse par chromatographic ionique (HPAEC) un rendement de 74 
% en 3-methyl-3-butene-l-yl-triphosphate (0,74mmole - 292mg). Pour la 
preparation de phosphoepoxydes selon l'invention, dans le cadre de tests 

30 biologiques, on utilise une fraction du produit obtenu a ce stade que l'on purifie 
par HPAEC sur colonne IonPac® ASH en cumulant plusieurs passages 
chromatographiques. On prepare de cette maniere environ 2 ml d'une solution 
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aqueuse millimolaire de pH neutre de 3-methyl-3-butene-l-yl-triphosphate sous 
forme de sel d'ammonium. 

Preparation du 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate : 

500 nmoles (500 ^1 d'une solution millimolaire) 

5 d'isopentenyl triphosphate sont traitees a temperature ambiante par ajout de 500 
nmoles de brome en solution aqueuse saturee (2,8 yd d'eau de brome a 180 mM). 
Apres agitation du melange et decoloration de l'eau de brome (quasi instantanee), le 
produit3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate est genere quantitativement 
(0,5ml d'une solution millimolaire). 

10 Preparation du 3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl-triphosphate : 

La solution obtenue a 1'etape precedente contenant 500 
nmoles de 3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl-triphosphate est injectee en plusieurs 
fractions dans un systeme d'HPAEC Dionex® selon "High pH anion exchange 
chromatographic analysis of phosphorylated compounds : application to isolation 

15 and characterization of non peptide mycobacterial antigens", Y. Poquet et al y 
Anal. Biochem, 243 n° 1, 1996, p. 119-126. L'epoxyde est forme 
quantitativement a chaque passage chromatographique et collecte en presence 
d f hydroxyde ou d'hydrogenocarbonate d'ammonium. Les fractions collectees sont 
lyophilisees. On prepare de cette maniere environ 1 ml d'une solution aqueuse a 

20 500 de 3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl-triphosphate qui est traitee coinme dans 
Texemple 1 pour la mise en oeuvre de tests biologiques et/ou la realisation d'essais in 
vivo et stockee a -20 °C. 

EXEMPLE 3 : Fabrication du a,y di-(3,4-epoxy-3-methyl- 
l-butyl)-triphosphate (di EpoxTP) : 

25 Preparation du a,y di-(3 -methyl-3-butene- 1 -yl)-triphosphate : 

En suivant la procedure decrite pour la preparation du 3- 
methyl-3-butene-l-yl -diphosphate (exemple 1), on fait reagir sous atmosphere 
d'azote 0,5 mmoles d'une solution molaire de tetrakis(tetra-n-butylammonium) 
hydrogenotriphosphate (prepare selon 1' exemple 2) avec (1 mmole - 240 mg) de 

30 3-methyl-3-butene-l-yl-tosylate (prepare selon l'exemple 1) dans 4ml 
d'acetonitrile anhydre pendant 24 heures. En utilisant une procedure de 
purification par precipitation-extraction analogue a celle appliquee au 3-methyl- 
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3-butene-l-yl-diphosphate, on obtient sur la base de 1'anaiyse par 
chromatographie ionique (HPAEC) un rendement de 81 % en a,y di-(3-rnethyl-3- 
butene-l-yl)-triphosphate (0,4 mraoles - 178 mg). Pour la preparation de 
phosphohalohydrines dans le cadre de tests biologiques, on utilise une fraction du 
produit obtenu a ce stade que Ton purifie par HPAEC sur colonne IonPac® 
AS 11 en cumulant plusieurs passages chromatographiques. Avant chaque 
passage chromatographique et pour une meilleure isolation du produit, on 
effectue un traitement enzymatique a la phosphatase alcaline de la fraction a 
purifier pour degrader l'isopentenyl triphosphate, qui est un sous produit de la 
reaction. On prepare de cette maniere environ 1 ml d'une solution aqueuse 
millimolaire de pH neutre de a,y di-(3-methyl-3-butene-l-yl)-triphosphate sous 
forme de sel d' ammonium. 

Preparation du a,y di-[3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl]-triphosphate : 

250 nmoles (250 ^1 d'une solution millimolaire) de a,y di- 
(3-methyl-3-butene-l-yl)-triphosphate sont traitees a temperature ambiante par 
ajout de 250 nmoles de brome en solution aqueuse saturee (1,4 fil d'eau de 
brome a 180 mM). Apres agitation du melange et decoloration de l'eau de brome 
(quasi instantanee), le produit a,y di-[3-(bromomethyl)-3-butanol-l-yl]- 
triphosphate est genere quantitativement (250 ul d'une solution millimolaire). 
Preparation du cc,y di-(3,4-epoxy-3 -methyl- 1 -butyl)-triphosphate : 

La solution obtenue a l'etape precedente contenant 250 
nmoles de a,y di-[3-(bromomethyl>3-butanol-l-yl]-triphosphate est injectee en - 
plusieurs fractions dans un systeme d'HPAEC Dionex® DX500 comme decrit 
dans 1'exemple 2. On prepare de cette maniere environ 0,5 ml d'une solution 
aqueuse a 500 fiM de cc,y di-[3,4-epoxy-3-methyl-l-butyl]-triphosphate qui est 
traitee comme dans 1'exemple 1 pour la mise en oeuvre de tests biologiques et/ou la 
realisation d'essais in vivo et stockee a -20 °C. 

EXEMPLE 4 : Fabrication de I'uridine 5-triphosphate y- 
(3,4-epoxy-3-methyl-l -butyl) (Epox-UTP) : 

Preparation de l'uridine S^triphosphate y-(3-methyl-3-butene-l-yl) : 

Ce produit est prepare selon la procedure decrite par 
KNORRE D. C. et al. "General Method for the synthesis of ATP Gamma- 
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derivatives" Febs Letters, 1976, 70-1, 105-108, a partir de 40 ^moles ^undine- 
s' -triphosphate (UTP) (sel de triethylammonium) en presence d'un exces 
d'isopentenol. Pour la preparation de phosphepoxydes selon I'invention, dans le 
cadre de tests biologiques, une fraction du produit obtenu est purifie par HPAEC 

5 sur colonne IonPac ® AS1 1 en cumulant plusieurs passages chromatographiques. 
Avant chaque etape chromatographique et pour une meilleure isolation du 
produit, on effectue un traitement enzymatique a la phosphatase alcaline de la 
fraction a purifier pour degrader les sous produits (UDP et UMP) et 1TJTP 
n'ayant pas reagi. On prepare de cette maniere environ 500 j^l d'une solution 

10 aqueuse a 300 ^iM de pH neutre de l'uridine 5'-triphosphate y-(3-methyl-3- 
butene-l-yl) sous forme de sel d' ammonium. 

Preparation de l'uridine 5'-triphosphatey-[3-(iodomethyl)-3-butanol-l-yl] : 
75 nmoles (250 \il d'une solution 300 jiM) de l'uridine 5'- 
triphosphate y-3-methyl-3-butene-l-yl sous forme de sel d' ammonium sont 

15 traitees en milieu aqueux de pH neutre par ajout de 108 yl d'eau iodee a 0,7 mM 
preparee selon 1'exemple 2. La solution est laissee 20 minutes a temperature 
ambiante en effectuant periodiquement une agitation vigoureuse. Apres 
decoloration de l'eau iodee, le produit l'uridine S'-triphosphate y-[3-(iodomethyl> 
3-butanol-l-yl] est genere quantitativement (environ 360 jul d'une solution a 200 

20 \xM). 

Preparation de l'uridine S'-triphosphate y- (3 5 4-epoxy-3-methyl-l -butyl) : 

La solution obtenue a 1' etape precedente contenant 75 

nmoles de Turidine 5 f -triphosphate y-[3-(iodomethyl)-3-butanol-l-yl] est injectee 

en plusieurs fractions dans un systeme d'HPAEC Dionex® DX500 comme decrit 
25 dans Texemple 2. On prepare de cette maniere environ 0,5 ml d'une solution 

aqueuse a 150 \xU de l'uridine 5-triphosphate y-(3,4-epoxy-3 -methyl- 1 -butyl) qui 

est traitee comme dans 1'exemple 1 par la mise en ceuvre de tests biologiques 

et/ou la realisation d'essais in vivo et stockee a -20 °C 

EXEMPLE 5 : Mesure de Tactivite antigenique par 
30 stimulation de la proliferation des lymphocytes Ty952 en culture. 

Dans une culture in vitro de 10° lymphocytes T totaux dans 

lml, separes a partir du sang d'un donneur humain sain adulte et contenant 
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initialement de 1-5% de lymphocytes Ty962 en milieu de culture adequat (RPMI 
1640+10% de serum humain inactive et 50 U/ml d'interleukine 2 humaine (hlL- 
2), on rajoute 20 microlitres de solution aqueuse du compose selon l'invention a 
tester amene a la concentration finale specifiee dans l'essai. Apres 4 jours de 

5 culture, on rajoute par millilitre de milieu de culture 50 U d'ML-2. Apres huit 
jours les cellules sont enumerees, collectees, lavees par un tampon phosphate, et 
les cellules de type Ty982 sont revelees dans la culture par un marquage avec les 
reactifs commerciaux usuels (Anticorps monoclonaux fluoresceines) et leur 
proportion determinee par une analyse de cytometric en flux. On prend en 

10 compte soit le changement de la proportion, soit l'augmentation numerique des 
cellules Ty982 dans des cultures en presence du compose selon l'invention par 
rapport a des cultures exemptes de compose selon l'invention. On represente le 
resultat de ces essais en tracant les courbes de ces valeurs (ordonnees figure 1) en 
fonction de la concentration en echelle logarithmique de compose selon 

15 l'invention mis en culture (abscisses figure 1). 

La figure 1 represente les resultats obtenus avec le compose 
selon l'invention obtenu a l'exemple 1 (Epox-PP), la ligne en pointilles 
representant un controle negatif (valeur obtenue en l'absence de compose selon 
l'mvention). 

20 Le tableau suivant illustre les valeurs de DE50, dose 

efficace a 50 % de l'effet maximal d'amplification lymphocytaire polyclonale 
obtenu comme indique ci-dessus, avec 1'IPP (a titre comparatif), et avec - 



differents composes selon l'invention. 



MOLECULE 


DE 50% 
nM 


Nom 


Abreviation 


"Structure 


isopentfenyl 
pyrophosphate 


IPP 


CH 2 
II 

CH3— C -(CH 2 )j-OPP 


3000 


3,4-epoxy-3- 

methyl-l-butyl- 

diphosphate 


Epox-PP 


CH^-O 

\ / 

HjC— C— (CH 2 )r- OPP 


20 


3,4-epoxy-3- 

methyl-l-butyl- 

triphosphate 


Epox-PPP 


CHr-0 

\ / 

HjC— C— (CH 2 )r-OPPP 


100 
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a, y di 3,4-epoxy- 
3-methyl-l-butyl- 
triphosphate 


di-EpoxTP 


CHr-0 CH-r— 0 
\ / \ / 
H 3 C— C— (CH 2 )r-OPPPO— (CH,)^- C— CH 3 


2000 



EXEMPLE 6 : Mesure de l'activite antigenique par 
stimulation de la cytotoxicite induite : 

On compare l'activite cytotoxique specifique d'un clone de 
5 lymphocyte Ty982 mesuree selon le test de cytotoxicite induite, cette activite 
etant simulee avec des concentrations decroissantes du phosphoantigene Tubag3 
obtenu comme decrit par WO 95/20673 (courbe representee par des carres noirs 
figure 2), du compose Epox-PP selon Tinvention obtenu a l'exemple 1 (courbe 
representee par des ronds noirs figure 2), et de Tisopentenyl pyrophosphate (IPP, 
10 courbe representee par des triangles noirs figure 2). 

On constate que le compose selon Tinvention de 
l'exemple 1 est actif a une concentration de Tordre de 20 nM alors que VIPP de 
l'art anterieur est actif a une concentration de l'ordre de 3 |iM, soit 150 fois plus 
elevee. 

15 EXEMPLE 7 : Demonstration de la difference de structure 

entre un compose selon l'invention epoxydique et les phosphoantigenes naturels 
Tubag mycobacteriens. 

On compare la bioactivite du compose selon Tinvention 
Epox-PP (obtenu comme indique a l'exemple 1) a celle d'un stock de 
20 phosphoantigenes naturels Tubag obtenus comme decrit par WO 95/20673. 

La bioactivite est mesuree par un test de cytotoxicite 
induite comme decrit a l'exemple 6 par le compose a tester dilue de 1:30 a partir 
de solutions des composes de 5 a lOfiM. 

Avant de mesurer la bioactivite, les composes sont soumis 
25 a un traitement chimique transitoire par contact avec Tun des reactifs suivants : 
NaI0 4 (5mM) ; NaBH 3 CN (10mM 5 pH 7) ; KMn0 4 (ImM) ; eau de brome Br 2 , 
H 2 0 (7mM), puis neutralisation du reactif 

Le tableau suivant donne les resultats obtenus par plusieurs 
essais independants realises dans chaque cas. + indique la detection d'une activite 
30 sur les lymphocytes Ty982, - indique qu'aucune activite n'a pu etre detectee. 
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Bioactivite apres traitement chimique : 




REACTIF 


aucun 


NaI0 4 NaBH 3 CN KMn0 4 
(5mM) (10mMpH7) (ImM) 


Br 2 ,H 2 0 
(7mhQ 


Tubag 


+ 


+ + 




Epox-PP 


+ 


+ + + 


+ 



On constate que le traitement des phosphoantigenes 
naturels mycobacteriens Tubag par le KMn0 4 dilue ou par l'eau de bronie abroge 
completement leur bioactivite. Par contre les composes phosphoepoxides selon 
5 Tinvention qui sont stimulants a des concentrations de Tordre de 20 nM resistent 
a ces memes traitements chimiques, ce qui demontre la difference de structure 
chimique entre les composes synthetiques selon Tinvention et les Tubag d'origine 
naturelle. 

10 EXEMPLE 8: Toxicite d f Epox-PP (sel de sodium): 

Cinq souris de 30g ont re?u une injection intraveineuse (veine caudale) de 300 fxl de 
tampon PBS contenant 1 mg dEpox-PP (sel de sodium). On n'observe aucun signe 
de choc ou de pyrogenicite : 5 souris sont survivantes a 30 jours; aucune variation 
significative du poids des souris n'est notee au cours de Tetude. La toxicite est done 

15 inferieure a 20 % pour une dose de 33,4 g d'Epox-PP (sel de sodium) par kilogramme 
d'animal. 
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REVENDICATIONS 
1/ - Composes comprenant au moins un groupement 
phosphoepoxyde de formule : 

CH 2 — 0 O O 

\ / II II 

(1) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — 

I I 

o- o- 

Cat + Cat + 

ou Rl est choisi paraii — CH 3 et — CH 2 — CH 3 , 

Cat+ est un cation organique ou mineral, 

n est un nombre entier compris entre 2 et 20, 
pour leur utilisation a litre de substances therapeutiquement actives. 

21 - Composes phosphoepoxydes de formule : 

CH 2 — O O O 

\ / II II 

(2) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P— O-Caf 

II 

o- or 

Cat + Cat + 

oil Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3 , 

Cat + est un cation organique ou mineral, 

n est un nombre entier compris entre 2 et 20, 
pour leur utilisation a titre de substances therapeutiquement actives. 

3/ - Nouveaux composes comprenant au moins un 
groupement phosphoepoxyde de formule : 

CH 2 — O OOO 

\ / II II II 

(3) Rl — C— (CH 2 ) n — O — P — O — P— O — P — O — 

'III 

o- o- O" 

Caf Cat + Cat + 
oil Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3 

Cat + est un cation organique ou mineral 

n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 
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4/ - Nouveaux composes phosphoepoxydes selon la 
revendication 3 de formule : 

CH 2 — 0 O 0 0 

\ / II II II 

5 (4) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P-O-P — 0'Cat + 

I I I 

O' O" o- 

Cat + Cat* Cat + 

io 5/ - Nouveaux composes phosphoepoxydes selon la 

revendication 3, de formule : 

CH 2 — O 0 0 0 

\ / II II II 

(5) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O— R2 

15 III 

o- O" o- 

Cat + Cat + Cat + 

oil R2 est un substituant organique ou mineral choisi dans le groupe forme : 
20 - des substituants qui n'empechent pas la formation de la fonction halohydrine 
OH 

X — CH 2 — C — a partir de la fonction alcene CH 2 = C 

I " I 

25 Rl Rl 

et de l'halogene X 2 en presence d'eau ; 

- et des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-Y non reactif sur la 
fonction.halohydrine du compose de formule : 

30 OH 0 0 0 

I II II II 

(12) X — CH 2 — C — (CH 2 l,— O — P — O — P — 0— P — 0"Cat + 

I III 
Rl 0-Cat + 0"Cat + 0'Cat + 

35 et choisi pour que R2-0-Y puisse reagir sur le phosphate terminal de ce compose 

(12) pour obtenir le compose (15) : 

OH 0 0 0 
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(15) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — P — O — R2 

I III 
Rl 0'Cat + 0-Cat + 0'Cat + 



* ♦ 
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-et des substituants pour lesquels il existe un compose R2-0-PPP, ou PPP 
symbolise le groupement triphosphate. 

6/ - Composes selon Tune des revendications 1, 3 et 5, 
comprenant au moins un groupement choisi dans le groupe forme des derives des 
5 nucleosides, des oligonucleotides, des acides nucleiques (ARN, ADN), des 
acides amines, des peptides, des proteines, des monosaccharides, des 
oligosaccharides, des polysaccharides, des acides gras, des lipides simples, des 
lipides complexes, de I'acide folique, de I'acide tetrahydrofolique, des acides 
phosphoriques, de Tinositol, des vitamines, des co-enzymes, des flavonoi'des, des 
10 aldehydes, des halohydrines, et des epoxydes. 

II - Composes selon les revendications 5 et 6, dans lesquels 
R2 est en outre choisi dans le groupe forme des derives des nucleosides, des 
oligonucleotides, des acides nucleiques (ARN, ADN), des acides amines, des 
peptides, des proteines, des monosaccharides, des oligosaccharides, des 
15 polysaccharides, des acides gras, des lipides simples, des lipides complexes, de 
I'acide folique, de 1'acide tetrahydrofolique, des acides phosphoriques, de 
Tinositol, des vitamines, des co-enzymes, des flavonoi'des, des aldehydes, des 
halohydrines, des phosphoepoxydes selon la formule (1), et des epoxydes. 

8/- Nouveaux composes phosphoepoxydes de formule : 

20 

O— CH 2 CH 2 
\ / II 
R l — C— (CH 2 )5- OPPCMCH^C— R, 

(21) 

ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3> 
25 n est un nombre entier compris entre 2 et 20. 

9/- Composes selon Tune des revendications 3 a 5, 7 ou 8 
pour leur utilisation comme substance therapeutiquement actives. 

10/ - Composes selon Tune des revendications 1 a 9 pour 
leur utilisation comme agents activateurs des lymphocytes Ty952. 
30 11/ - Composes selon Tune des revendications 1 a 10 pour 

leur utilisation a titre d'antigenes des lymphocytes Ty982 dans une composition 



10 
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therapeutique -notamment une composition immunostimulante ou un vaccin pour 
les primates. 

12/ - Procede de fabrication d'un compose comprenant au 
moins un groupement phosphoepoxyde de formule : 

CH 2 — 0 0 O 

\ / II II 

(1) Rl— C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — 

I I 
0* O" 
Cat Cat* 



ou Rl est choisi parmi — CH 3 et — CH 2 — CH 3 , Cat + est un cation organique ou 
mineral, n est un nombre entier compris entre 2 et 20, caracterise en ce que : 
15 - on prepare tout d'abord un compose intermediaire 

comprenant au moins un groupement phosphohalohydrine de formule : 

OH O O 



20 



(6) X — CH 2 — C — (CH 2 ) n — O — P — O — P — O 

I I + I 

Rl O'Cat OCaf 



ou X est un halogene choisi parmi I, Br, CI, 
- on fait reagir le compose intermediaire avec un milieu 
25 generateur dTiydroxydes pour transformer les fonctions halohydrines du compose 
intermediaire en fonctions epoxydes. 

13/ -Procede selon la revendication 12, caracterise en ce 
que pour preparer ledit compose intermediaire, on fait reagir Thalogene X2 en 
presence d'eau avec un compose de depart comprenant au moins un groupement 
30 alcene phosphate de formule : 

O O 

II II 

(7) CH 2 = C— (CH 2 ) n — O — P — O — P — O — 

I I + I + 

35 Rl 0"Cat + OXat 

14/- Procede selon Tune des revendications 12 et 13, 

caracterise en ce qu'on fait reagir le compose intermediaire en milieu aqueux 
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basique pour transformer les fonctions halohydrines du compose intermediate en 
fonctions epoxydes. 

15/ - Composition pour le diagnostic extracorporal, 
caracterisee en ce qu'elle comporte au moins un compose selon Tune des 
5 revendications 3 a 5, 7 ou 8. 

16/ - Composition therapeutique, caracterisee en ce qu ! elle 
comporte au moins un compose selon Tune des revendications 1 a 8. 

17/ - Composition therapeutique, caracterisee en ce qu'elle 
comprend une quantite apte a etre administree a un primate -notamment au 
10 contact du sang peripherique ou par voie topique- d'au moins un compose selon 
Tune des revendications 1 a 8. 

18/ - Composition selon Tune des revendications 15 et 17, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre des lymphocytes Ty9S2 de primates. 

19/ - Composition selon Tune des revendications 15 a 18, 
15 caracterisee en ce qu'elle comprend en outre une proportion d'interleukine 
adaptee pour engendrer une croissance lymphocytaire dans le milieu ou elle est 
destinee a etre administree. 

20/ - Procede de fabrication d'une composition ayant la 
propriete d'activer les lymphocytes Ty982, dans lequel on utilise au moins un 
20 compose selon Tune des revendications 1 a 8. 

21/ - Procede de fabrication d ! une composition 
therapeutique destinee au traitement preventif ou curatif d ! une pathologie 
produisant des cellules sensibles aux lymphocytes Ty952, dans lequel on utilise 
au moins un compose selon Tune des revendications 1 a 8. 
25 22/ -Procede de fabrication d'une composition 

therapeutique destinee a etre administree a un primate pour le traitement 
preventif ou curatif d'une pathologie produisant des cellules sensibles aux 
lymphocytes Ty952, dans lequel on utilise au moins un compose selon l'une des 
revendications 1 a 8. 

30 23/ - Procede de fabrication d'une composition 

therapeutique destinee a etre administree a un primate pour le traitement 
preventif ou curatif d'une pathologie selectionnee dans le groupe forme des 
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cancers, des maladies infectieuses, des parasitoses, et des pathologies a syndrome 
d'irnmunodeficience, dans lequel on utilise au moms un compose selon Tune des 
revendications 1 a 8. 

24/ - Procede selon Tune des revendications 20 a 23, dans 
lequel on met au moins un compose selon Tune des revendications 1 a 11 au 
contact d'un milieu contenant des lymphocytes Ty952 compatible avec la 
croissance lymphocytaire T, en une quantite adaptee pour activer les 
lymphocytes Ty952 dans ce milieu. 

25/ - Procede selon la revendication 24, dans lequel ledit 
milieu comprend une substance choisie parmi le sang des primates et les extraits 
de sang des primates. 

26/ - Procede ^activation extracorporelle de lymphocytes 
Ty952 de primates, dans lequel on met les lymphocytes Ty982 au contact d'au 
moins un compose tel que defini a Tune des revendications 1 a 8 dans un milieu 
extracorporal contenant les lymphocytes Ty952 compatible avec la croissance 
lymphocytaire T. 

27/ - Procede selon la revendication 26, dans lequel on 
utilise au moins un compose selon Tune des revendications 1 a 8 a une 
concentration dans le milieu qui procure une activation de la proliferation 
polyclonal des lymphocytes Ty952. 

28/ - Procede selon Tune des revendications 26 a 27, dans 
lequel on introduit dans le milieu une proportion d'interleukine adaptee pour 
engendrer une croissance lymphocytaire dans le milieu. 
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